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(54) Titre : PRODUCT'S DE COMBINAISON UTILISABLE DANS LE CADRE D' UN TRAITEMENT ANTITUMORAL 

• • „ n\ *t wt a substance capable of inhibiting CSF-1 activity 
(57) Abstract: The invention concerns combination products -X Jo^fs^ce capable of inhibiting CSF-1 activity and (ii) 
and/or at least a nucleic acid, comprising at least a sequence coding ft ^? ^ ^ a coding for a substance 

? ^^^T^^^^Z^^ capable of inhibit CSF-1 expression. The invention is 
paTcular useful for implementing an antitumoral treatment. 

(57)Abr 6 g«:Lapr,sente_^ 
•activite de CSF- 1 et/ou au moins un acde nucl&que, ^^™totoxique et/ou au moins un acide nucleique, comprenant 
ber I'activite de CSF-1 et (ii) au moins une La prtsente invention concerne egalement des 

au moins une sequence codant pour une substance ^ ™ "^^Sl. est paLulierement utile dans le cadre de la mise 
oligonucleotides capables d'inhiber l'express,on de CSF-1. La presente 
en ceuvre d'un traitement antitumoral. 
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Produits de combinaison utH.s,b.e dans .e oadre d'un traitement antitumors.. 

U presents invention concerns des produ«s ds combinaison comprenant 0) au 

oligonucleotides capables dinhiber I'sxpression de CSF-1. "«*" 
padiculierement utiie dans ,e cadre de ,a mise en ceuvre dun trartement antitumoral. 

antttumoraux concernen, des traitements -bines qui associen, ur >— * 
composes chimiques (chimiotherapie) et un traitement reposant sur I utilisation d 
composes ch,m,q l importants qu -occasionne che Z le 

rr:r on constate de 10 & 50 % de rechutes (suivan, ,a P .coc»e du 

15 traitement). 

Par ailleurs, des travaux conduits dans le domaine du cancer ont propose d'adapter 
les piles de tberapie Unique a la t^apie an*—. - - ^ 

— at:::;^ 

» ;" s Zs E6 et E 7 du virus du papiiiome bumain de type 16 (voir ega emen es 
r l , n 5 744 133 ou US 6 007,806) ou de Leroy et al. (1998, Res.lmmunol. 149, . 681- 
ST, .'production de cytokines sur les sites de la .meur apres 
administration intra ,umora,e de vecteurs viraux recombinants ^«^J™ 
reponse immunitaire associee a one inhibition de la croissance tumorals. On peut egalemen 
25 Z 7Z esultats obtenus a raids de cellules genetiquemen, modmees capables d expnme 
U Lchlitz et al 1999, Cancer Gene Ther., 6, 271-281) ou de vecteurs viraux expnmant 
un STtumora, et une InterleuKine (B.ouarne et a,., 1996, ln ; Breast cancer. 
lances in Biology and Therapeutics ,. F. Calvo. M. Crepin and K Magdalena, ed,, 303- 
308 - pour une revue, voir Zhang ,1999, Cancer Gene Therapy, 6, 113-138). 
30 Toutetois, la reponse anttumorale observee dans le cadre de ces Mm* 

cements, bien qU'encourageante, .es, pas meilleure que les reponse. ^,n,ques 
observes* dans ,e cadre de traitements classiques (i.e. chimiotherapie, radiotherapie). 

„ es, par consequent souhaltable de disposer de nouveaux produits eUou de 
nouvelles methodes permettant ,a mise en ceuvre de trattemente antttumorau, t*W» ■ 
35 aises a mettre en place, permettant un controls prolonge du volume tumoral 
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• h»« oatients traites et presentant peu ou pas d effets 
raugmentation du taux de surv,e des patents <ra. 
seoondairesauuesqueracavitecvtotoxiquerecherchea. 

„ . ^ M t .mo cvtokine notamment expnmee paries 
Le CSF-1 (Colony stimulates faotor 1) est une oytokin ^ 
oocytes, o,st un facteur de dKterenciaten, de — ^ ^ 75 , , 12 , 

5 son recepteur es, ,e produit du proto-oncogene o*^" et „ placenta 

UC8 M -«0"^*^ l 72^ i d,, ^ travaux reaHses par 
h umain alnsi que par certaines cellules tu m o a e- , expression du 

immu „ohis,ochimie e, hybridation in situ ont m,s er e~ ^ 
CSF-1 dans les cellules tumorales invests alors J* P g , j NaU . cancer. 

„ dans ,es cellu,es tumorales intra-canalaires. ou ^o ^ ^ ^ 

«. 86 ' 12W ": X rSTtTL ST — invasives se tradu* 
7207-211). U production de CSF-1 P | |asma des patents, qui pent 

notammen. par une augmentation de sa con-n* ^ fes sujets normaux . Une 
alors atteindre plus de 1000 pg/ml centre mens de 00 pg/ml ch ^ ^ ^ 

deferrable (Scholl et al, Br. J. Cancer. 1994, 69, 342 

Treat., 1996 39:275-283). ^ ^ ^ 

morales (Dorsch et al, Eur. J. 1mm., 199* a ^ ^ g 

20 575-579; Filderman et a., Cancer Research, 1992, 52 

un effet chimiotacoque, sur les prScurseurs * ne sufffi pas pour 

d es monocytes dans la tumeur. Pourtant, la P*""^^ l h „ a ,, 1993 , Eur. 
c^«-^*^^ ta ^^T« taux sedques elev.s 
, immune,, 23, ^^^^Z^^^^"^ 
25 oommunement refrouvSs mo nocy1es en macrophages e, non pas en 

ou du pancreas, onente la d,fferenc,at,on Amercer une 

C*. dandritiques capables de presenter ^ (Scho „ „ a ,., 
#- —ire cytotcgue em~« «* - ^ ^ ^ ^ m 99 , 
1996, Breast Cancer. Res. Treat., 39, no ^ - 



30 1 ° 10) " H .oncemedesprodunsdeccmbinaisonpermettantdMndulre.a 

La presente demande conceme des pro du csp _ 

, chez les patents ^ En ^ les deposants on, m* en 

interessante dans le cadre dun trartem ^ un traitement 

35 evidence que les patents p— - » & rakJe vecteur 
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Plus pa— en, de te,s preduHs de —on permetten, 

pro ,,rLonce,,u,a,e en indent ^°^«"^^2^^ 
Llleure presentation das atfigenea et,ou une — efflcace aux 

Ainsi .a presents invention concerns un produi. de combinaison comprenan. : 

m au moins une substance capabie tfinhiber rac^e de CSF-1 *u» 
■ l ° moi ns un aoide nucleique, comprint au moins «-» nee 
oo^ant pour una substanoa capable dinhiber Mrit de CSF-1 et, 
m au mains une substance ayan, au moins une active cytotoxique et/ouau 
moins un ac.de nucieique, comprenan, au moins une sequence 
"oant pour une substance ayantau mains una actfcite cyto.o»que. 

Par — .pable ^^^^Z^^ 
substances capables d'inhiber I'express.on de CSF-1 et les 
15 liaison de CSF-1 a son recepteur. 

. =i==^==«=sr 

ce„u,e (Birchenall-Roberts et a.., J. Immunol. 1990, 145, 3290-3296). 

Selon un mode de realisation prMere de invention la substance capable d,nbiber 
I'activite de CSF-1 est un oligonucleotide. 

' Parmi .es oligonucleotides capables dinhiber ..expression de CSF-1 on peut 
25nota J s n,c,tar f o,onuc,,o,ided„ 

^JZ^XZZSZ:* — an pos„.on 9, eUe 

de CSF-1 par les cellules cibles. 

• , ♦ wonfrfips de nouveaux oligonucleotides, capables 
30 Les deposants ont egalement identifies de nouve 

d'inhiber I'expression de CSF-1 . 

Ai „s. .a pronto ,nven«on conceme egalemen, un oligonucleotide, -P-*££ 
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, rrirrsr :=r» : . — — » 

inclus de SEQ ID NO:1 . 

Uta^o^a^^ 

— =s=-- — — • t pour 

p^eursd^sderad^^ 

20 Ces derives component mals ne se MM P 5 ^ethylcytosine, le 
deoxycytidine, ,a 5 .(,-propyny»-Zdeo*yun «*- 7 „ uani „e at .a 2.6- 

* 5-Hydroxym^yluraCe ,, oljgonudeoHde se.on 

05 5-(l-propynyl)-2'-deoxycytidine. 

5 . est rempiaoa par una autre fonotionc^.c.ua^n - n, ^ ? _ 

30 rinventlon, Wgonudeotida salon r,nven*on comprand 
methoxyetho X yl.2'-propoxyeUou2'-fluoro. 
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„ de W. —en, par les tec^ue » ^ 
re vue voir Sproa. at al, 1984, SCd-phase ^sy * - <* I * ^ 
ph osphotnes,er method, .n OKgonuoieotide Synthes.s - A praCca 
s iri Press Oxford pp.83-1 15). 

es, oapaHe de se tier a W men, a -*J^ ^ ^ „ 

co ,„ da r,aisons Jon entre deux nuc^des 

,es nuclides da ,a sequenoe cbla dau a part. PJ „ est ^ de 

10 so, possibte, il .aut cue cas deux ^ nucteotldes co mposant un 

vhomm e du metier n'est paa la s6quence oi«a pour c,^. y ea. 

Cigonuolaoade aoiant compares aux nudeo ^ ^l^e sa,on r,nven«on 
Ration. Sa,on un mode da " ^ tout , fe n pr^fere 100 % da 

*„ ra olus de 80%, preferentiellement plus de 90 /o et de m 
/^^oo.P^raaauxnu^^de^uanceo., 

d4 cntas P arSou th ameta l .(CibaFound.S,mp., 1997,209,38^4). 

La .termination da ,a a,uanca tf un <*^~ZZZZ. 

Par „oe o, b ,., on entend d^nar une a.uanoe ^9— 
pour un ^peptide don, on ^^J*— J. — P« 

ces sequences d'ADN genomique. 
sequenoe oodan, pour un oligonucleotide salon I'invenaon. 
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Parmi les substances capables d'inhiber la liaison de CSF-1 a son recepteur, on peut 
citer par exemple les anticorps, peptides, lipides ou sucres capables de se Her a CSF-1 ou a 
son recepteur. 

Selon un mode de realisation prefere, la substance capable d'inhiber la liaison de 
5 CSF-1 a son recepteur est un anticorps. Par "anticorps" on entend designer les anticorps 
polyclonaux, les anticorps monoclonaux, les anticorps chimeriques, les scFv et les fragments 
d'anticorps. Plus particulierement, par «fragment» d'anticorps on entend designer les 
fragments F(ab)2, Fab', Fab, Fv, sFv (Blazar et al., 1997, J. of Immunology 159, 5821-5833 ; 
Bird et al., 1988, Science 242, 423-426) et dAbs (Ward et al., 1989, Nature 341, 544) d'un 
10 anticorps natif qu'il soit d'origine polyclonale ou monoclonale (voir par exemple Monoclonal 
Antibodies: A manual of Techniques and Applications H. Zola (CRC Press, 1988) et 
Monoclonal Hybridoma Antibodies : Techniques and Applications, J. Hurrell (CRC Press, 
1982)). Par ailleurs, une revue generate des techniques concernant la synthese de 
fragments d'anticorps qui retiennent la specificite de liaison de I'anticorps natif est accessible 
15 dans Winter et al. (1991, Nature 349, 293-299). Certains anticorps capables de se Her a 
CSF-1 ou a son recepteur sont disponibles commercialement (par exemple aupres de 
Oncogene Science, Manhasset, NY, USA). On peut egalement citer I'anticorps monoclonal 
decrit par Birchenall-Roberts et al. (J. Immunol., 1990, 145, 3290-3296). 

Selon un autre mode de realisation de I'invention, , la substance capable d'inhiber la 
20 liaison de CSF-1 a son recepteur est un peptide capable de se Her a CSF-1 ou au recepteur 
de CSF-1. Ces peptides peuvent etre prepares selon des procedures disponibles dans I'art 
anterieur. Par exemple, ces peptides peuvent etre prepares par des techniques de Phage 
display (Smith, G. P., Curr. Opin. Biotechnol. 2: 668-673 (1991). 

Par "substance ayant au moins une activite cytotoxique », on entend indiquer que la 
25 substance consideree est capable d'induire ou d'activer une reponse immune dirigee 
specifiquement centre une cellule cible ou d'inhiber la croissance et / ou la division d'une 
telle cellule. Selon un cas prefere, cette activite cytotoxique se traduit par la mort de ladite 
cellule. Dans un mode de realisation prefere de I'invention, ladite cellule cible est une cellule 
tumorale (I'activite cytotoxique est alors appelee activite antitumorale). 
30 L'activite cytotoxique d'une substance donnee, notamment une activite antitumorale, 

peut etre evaluee in vitro par la mesure de la survie cellulaire soit par des tests de viabilite a 
court terme (tel que par exemple le test au bleu tryptan ou MTT), soit par des tests de survie 
clonogenique (formation de colonies) (Brown et Wouters, 1999, Cancer Research, 59, 1391- 
1399) ou in vivo par la mesure de la croissance des tumeurs (taille et/ou volume) dans un 
35 modele animal (Ovejera et Houchens, 1981, Semin. Oncol., 8, 386-393). 
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Selon un mode de realisation de Invention la substance ayant au moins une activite 
cytotoxique est choisie parmi les substances interagissant avec I'ADN, les antimetabolites, 
les inhibiteurs de topo-isomerases et les agents du fuseau. 

Les substances interagissant avec I'ADN sont des substances couramment utilisees 
5 dans le cadre des traitements anticancereux. On peut notamment citer les alkylants, les 
donneurs de methyl (par exemple les nitroso-urees), les organoplatines (notamment le 
cisplatine, le carboplatine et Poxaliplatine) et les agents scindants I'ADN. 

Les antimetabolites agissent en inhibant le metabolisme cellulaire et sont egalement 
bien connus de I'homme du metier. On peut citer notamment les anfrfoliques comme par 
10 exemple le methotrexate et le raltitrexed, les antipuriques comme la cladribine, la 
fludarabine, la mercaptopurine et la pentostatine, et les antipyrimidiques comme par exemple 
la cytarabine, le Fluorouracil, et la Gemcitabine. 

Parmi les inhibiteurs de topo-isomerases, on peut citer notamment, les inhibiteurs de 
topo-isomerases I (e.g. I'irinotecan et le topotecan) et les inhibiteurs des topo-isomerases II 
15 (e.g. les anthracyclines). 

Les agents du fuseau sont des substances qui bloquent la formation ou la disparition 
du fuseau mitotique entraTnant ainsi une inhibition de la mitose cellulaire. Parmi ceux-ci, on 
peut citer la vincristine, la vinblastine et les taxoi'des. 

Selon un mode de realisation preferee de I'invention la substance ayant au moins une 
20 activite cytotoxique est choisie parmi les antigenes associes aux tumeurs (AAT). Certaines 
cellules tumorales expriment des antigenes specifiques. Ces AAT peuvent etre utilises dans 
le cadre d'un traitement immunotherapeutique, pour initier une reponse immunitaire contre 
les cellules tumorales (pour une revue, voir par exemple, Bacchia et al. Haematologica, 
2000, 85, 1172-206). 

25 Les AAT utilisables dans le cadre de I'invention comprennent mais ne se limitent pas 

a MART-1 (Kawakami et al. J. Exp. Med. 180:347-352, 1994), MAGE-1 , MAGE-3, GP-100, 
(Kawakami et al. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 91:6458-6462, 1994), CEA, la tyrosinase 
(Brichard et al. J. Exp. Med. 178:489, 1993),MUC-1, MUC-2, I'oncogene ras mutee, 
i'oncogene p53, CA-125, PSA, PSMA, PAP et c-erb/B2 (Boon et al., Ann. Rev. Immunol. 

30 12:337, 1994). 

Selon un autre mode de realisation de I'invention, la substance ayant au moins une 
activite cytotoxique est choisi parmi les cytokines, les polypeptides presentant une activite de 
chimio-attraction (i.e. chimiokines), les proteines codees par un gene appele « gene 
suicide », les facteurs proteiques anti-angiogeniques et les polypeptides presentant une 
35 activite d'activation de I'apoptose cellulaire. 
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Les cytokines sont des molecules naturellement produites a la suite d'une stimulation 
antigenique ou d'une reaction inflammatoire (Gillis and Williams, 1998, Curr. Opin. Immunol., 
10, 501-503) dont I'utilite dans le cadre du traitement de certains cancers a ete montree 
notamment par Oettger (Curr. Opin. Immunol., 1991, 3, 699-705). Selon cette premiere 
5 variante de Invention, la substance ayant au moins une activite cytotoxique designera 
preferentiellement une cytokine choisie parmi les interferons a, p et y, les interleukines, et 
notamment l'IL-2, l'IL-4, l'IL-6, IML-10 ou l'IL-12, les facteurs necrosant des tumeurs (TNF) et 
les facteurs stimulateurs de colonies (par exemple GM-CSF, C-CSF, M-CSF). 

Selon un mode de realisation prefere, ladite cytokine est selectionnee parmi 
10 l'interleukine-2 (IL-2) et Interferon gamma (IFN-y). L'interleukine-2 est notamment 
responsable de la proliferation des lymphocytes T actives, de la multiplication et de 
1'activation des cellules du systeme immunitaire (pour la sequence en acide nucleique voir 
notamment EP0206939). L'IFN-y active les cellules phagocytaires et accrott I'expression des 
antigenes de surface de classe I et II du complexe majeur d'histocompatibilite (pour la 
15 sequence en acide nucleique voir notamment EP0206920). Ces sequences en acides 
nucleiques sont incorporees a la demande par reference. 

Selon un mode de realisation particulier, le produit de combinaison selon I'invention 
est caracterise en ce qu'il comprend au moins deux substances ayant au moins une activite 
cytotoxique : l'interleukine-2 (IL-2) et interferon gamma (IFN-y). 
20 Selon une autre variante de I'invention, la substance ayant au moins une activite 

cytotoxique est un polypeptide presentant une activite de chimio-attraction (i.e. chimiokines). 
Les chimiokines constituent une sous classe de la famille des cytokines. Elles se distinguent 
des autres cytokines par leur propriete chimio-attractive, notamment lors des processus 
naturels de chimiotactisme, et notamment d'attraction des cellules du systeme immunitaire 
25 vers les tissus dans lesquels siege I'inflammation ou I'infection, ainsi que par leurs proprietes 
anti-angiogeniques. 

Les chimiokines sont des proteines de faible poids moleculaire (entre 8 et 10 kd ), de 
petite taille (de 70 a 80 acides amines) dont les sequences en acides amines presentent un 
faible taux d'homologie (variant de 10 a 70 % selon les chimiokines considerees) permettant 

30 de definir a ce jour environ 50 chimiokines differentes. Ces chimiokines peuvent neanmoins 
etre subdivisees en 4 grandes families relatives a la position des residus cysteines qu'elles 
renferment. Les families a dont I'extremite N-terminale comprend 2 cysteines separees par 
un acide amine unique (chimiokines de type IL-8, NAP-2, GCP-2) et 3 dont I'extremite N- 
terminale comprend 2 cysteines adjacentes (chimiokines de type RANTES, MIP1, MCP1) 

35 sont les mieux caracterisees (Horuk, R., 1994, Trends Pharmacol. Sci., 15, pages 159-165 ; 
Murphy, P.M., 1994, Annu. Rev. Immunol., 12, pages 593-633). 
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Dans le cadre de la presente invention, la chimiokine preferee est la chimiokine de 
type MIP 1 et plus particulierement selectionnte parmi le groupe constant en les 
chimiokines MPIa et MIP1P dont les proprietes ont ete mises en evidence par Wolpe et al 
(1988, J. Exp. Med, 167, 570-581). 
5 MIP1a dont les sequences en acides nucleiques et peptidique sont decrites dans 

Obaru et al (1986, J. Biochem., 99, 885-894), dont le content! est incorpore par reference 
dans la presente demande, est produite par les lymphocytes T et les monocytes. Hie permet 
,a chimio-a.trac.ion des eosinophil et des lymphocytes T au cours des infections des vo.es 
respira.oires; des monocytes et des neutrophil au cours d'arthrites rhumatcdale , 
,0 dinflammations du systeme digestif ou de meningites d'origine bacterienne. En outre, elle 
inhibe la proliferation des pfecurseurs hematopoTetiques. 

MIP1P dont les sequences en acides nucleiques et peptidique sont decrites dans 
Brown et al (1989, J. Immunol., 142, 679-68), dont le contenu est incorpore par reference 
dans la presente demande, est egalement produite par les lymphocytes T et les monocytes. 
,5 Elle exerce ses proprietes chimio-attraeHves sur les monocytes et les neutrophil dans les 
cas arthrites osseuses et les meningites bacteriennes. Comme MIP1a, elle inh.be la 
proliferation des pfecurseurs hematopofetiques. 

II existe des variants naturels desdi.es proteines MIP1a et MIP1P qui sont connus de 
rhomme du metier et qui portent par exemple les noms GOS19, LD78, P AT464 , TY5 (de 
20 souris) ou SIS a (de souris) pour MIPKx ou P AT744, Act-2, G-26, H-400 (de souris) ou hS S 
. (de souris) pour MIP1P Dans le cas particulier de MIP1P, on choisira par exemple la 
sequence correspondent a Act-2 (Lipes e, al., 1988, PNAS, 85, 9704-9708), don. le contenu 
est incorpofe ici en reference). 

Selon une autre variante de Invention, la substance ayant au mains une activife 
25 cytotoxique est un polypeptide code par un gene appele « gene suicide ». Plusieurs etudes 
ont permis didentifier des polypeptides qui ne sont pas toxiques en tant que tela ma,s qu, 
presented des proprietes enzymatiques catalytiques capables de transformer une substance 
inactive (pre-drogue) , par exemple un nucleoside ou un analogue de nucleos.de, en 
substance hautement toxique pour la cellule, par exemple un nucleoside modifie qu, peut 
30 etre incorpore dans les chaines d'ADN ou d'ARN en elongation, avec pour consequence, 
notamment, Inhibition de la division cellulaire ou des dysfoncUonnements cellula.res 
conduisant a la mort de la cellule renfermant de tels polypeptides. Les genes cedent pour de 
tels polypeptides sont dits « genes suicides. De nombreux couples gene suickfe/pre- 
drogue sont actuellement disponibles. On peut citer plus particulferement. les couples : 
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1361) ; 

. le cytochrome p450 de rat e. ,a cydophosphophamide (Wei e, a,., 1994, 
Human Gene Therapy 5, 969-978) ; 

. , a purine nuc.aos.de phosphatase d'Escherichia coli (E. CoU) e, ,a 6- 
me th*purine daoxyribonudaos.de (Sorschara. a.., 1994, Gene Therapy 1, 233-238) ; 

. la guanine phosphoribasy, transferase d'E. coli et ,a 6- thiaxanthina (Mzoz et 
10 Moolten, 1993, Human Gene Therapy 4, 589-595) et 

- la cytosine deaminase (CDase) et la 5-fluorocytosina (5FC). 

Seion un cas avantageux , rinvention conceme ia cas seion legue, .adite substance 

desaminase . 

P,us particuiierement. .a CDaae est un enzyme gu. intervien, dans la 
mMabo.K.ue des pyrimidines par lagueila ,a cytosine exogene es, transferee pa ^ 

607-615 , BecK et ai., i»f*. . 13Q 112 -118 ; Esders et Lynn, 

— - ^ - - — 

1„ e , ^ Biachem Pharmacol 15, 435.48 ; PoiaK et a,., 1978, Chemotherapy 
25 221*5 ) Las genes FCY1 de Saccharomycas cerevisiae (S. ceravisiaa) a. codA 
^ZZ Lpelmen, pour ,a COase da cas deux 

30 r :^rrn,r; u ^ — - ~ - ri= ^£; 

pour cette enzyme (par exemp.e .es celiu.es mammiferes, ^'^^ 212^ 
Lacroute 1970, J. Bacterid. 102, 607-615 ; Ki,strup at a.., 1989, J. Bacteno. 171. 2124- 
2 27) Par con re, i. a ete montre gu'i. est possible de transmettre ,a sensible au «. 
35 d Lies mammies dans ,asgue„ea ,a seguence codan, pour une act^e CDase a ete 
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transferee (Huber e« a,., 1993, Cancer Res. 53, 4619-4626 ; Muiien e. a,., 1992, Proa N*L 
H I USA 89 33-37 ; WO 93/01281). De plus, dans oe cas, .es oella.es avo,s,nan»es 

tzh — — - ■« (Huber ei ai - i9 r h 

a! sTuSA 91 8302-8306). Ce phenomene, appele effet de voisinage (bystander en 
, tTe^L eZ^ par es ce„ules expriman, raCvite CDase. de 5-FU qui ,n,ox,que 

5 r eTvinir;: *i — . — - — — 

diffusion passive du 5-FU oenstitue un avantage par rapper, au systeme de reference 
rjpou "Ze "effe. de voisinage necessite un confac, avec lea ceLu.es gui expnment 
M M es7e 71, Free. Naa. Acad. Sci. USA 93, 1831-1835). Ce, effe, cor*. par 

genique, notamment anticancereuse. 

Cependan,, ,a sensibilite au 5-FC varie beauceup seion ,es .ignees ce.lu.aire. Une 
faib ,e sen «e es, obse^ee par exemp.e dans des .ignees tumorals — ™^ 

rrsl" a," near 68, 190,1909), P eu, *re absents da. = 
20 tumeurs e, rendre ainsi la therapie genique, bases sur la CDase, moperante. Chez les 

—» " — e ,^n, , par cons^n, ' S. 
enzyme convertit egalement le 5-FU en 5-FUWir. Mins. y» 
oerlsiae son, resis,an,s a de fades concen,ra,ions de 5-FU (10 mM) e e 5-FC (10 mM 
25 car en absence tfaCivite UPRTase, ,e 5-FU, provenan, de ,a esam.nat, du 5-FC paM 
CDase, n'es, pas .ransforme en 5-FUMP cytotoxique (Jund e, Lacrou* 1970 J£*n* 
,02. 607-615). Les genes upp e, FUR1 codan, pour ,'UPRTase respect^e ^ 
de S. cerevisiae on, e« Cones e, sequences (Andersen e, a... 1992, Eur. J. B.ochem. 204, 
51-56 ; Kern et al., 1990, Gene 88, 149-157). 
30 selon un mode de realised de .a present invention, ,a substance ayan, au mains 

une activite cyto.oxique a une acuvite UPRTase oe qui aignifie que led,, po*pep de es 
capable de convertir ,'urad.e ou un de sea derives en un ana,ogue monophosphate e«, 
padicu.ier la 5-FU en 5-FUMP. 

UUPRTase don, i. es, question dans la presente invention peu, e.re tfune engine 
35 quelconque, notammen, procaryotique, fongique ou de levure. A ttre ",,><* 
ences d'aoide nucleique codan, pour las UPRTases «. CO.. (Anderson e, a,., 1992, 
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Eur. J. B.ochem 204, 51-56), de Larfococcus lactis (Mart— et Hammer. 1994, J. 
Bacterid 176, 6457-6463), de Mycobacterium bovis (Kirn el a>„ 1997, M. J Mot B*HJ 
41 1117-1124) et de Bacillus aubtilis (Martinussen et al., 1995, J. Bactenol, 177, 271-274 
p Ln, «re utiles dans ,e cadre de Knvenbon. Mais on pr^re tout parte— 
5 mettre en oeuwe une UPRTase de ievure e, notamment ce,,e codee par ,e gene , FURId. a 
cerevisiae dont ,a sequence divulge dans Kern e. a,. (1990, Gene ,8* 149-157, £ 
Wroduite ici par reference. A titre indicatif, les sequences des genes et celles M IMM 
lespondantes peuvent etre trouvees dans .a literature e, ,es banques de donnees 
specialises (SWISSPROT, EMBL, Genbank, Medline...). 

Par ailleurs, ,a demande WC9954481 dean un gene FUR1 depourvu de 105 
nucleotides en 5' de la partie codan.e permettant ,a synthese dune UPRTase d« des 35 
premiers residue en position N-termina,e et debutant a .a methionine en pos„,on 36 da a la 
proteine native. Le produU depression du gene mutant, deeigne FUR1)105, est capable de 
oompiementer un mutant furl de S. cerevisiae. En outre, le mutan, trongue preserve una 
15 UPRTase suture * celle de ,'enzyme native. Ainsi, selon un mode de rea abon 

particulieremen, avantageux, ,e polypeptide code selon .Invention es, un mufcnt de ,*m» 
dune UPRTase native. La deletion est de preference localisee dans ,a regron N-term n e 
de ,'UPRTase dorigine. Elle peu. etre totale (corner I'ensemble des resrdus de lad, e 
r^ion N-terminale) ou partie.le (ooncerner un ou plusieurs residua continue ou non dans , a 
2 0 structure primaire). D'une manlere general, un ^peptide es, consbtue de pad a N 
terminale, centrale e, C-termina,e. ohaoune represent, environ ,e bera de I ' ^ 
exempie, ,'UPRTase de S. cerevisiae ayan, 251 acides amines, sa pame N-termrnale est 
conslee des 63 premiers residue debutant a la me,h,onine dite initiabfce ^ 
premiere position de ,a forme native. Quant * WPRTase dE. col,, sa parte N-.erm,na.e 
25 couvre les positions 1 a 69. 

En outre les demandes de brevet W096/1 61 83 et W09954481 decrivent .'utilisation 
d'une proteine de Melon codan, pour une enzyme a deux domainesayan, les act,v„es 
CDase e, UPRTase et demontrent gue le transfer, d'un gene hybnde codA.upp ou 
FCY1-FUR1 ou FCY1::FUR1A105 porte par un plasmide depression augmente la 
30 sensibilite au 5-FC de cellules B16 transferee. Les sequences P ro,eiqu« r e, nudeiques 
decrites dans cea deux demandea son, incorporees dana ,a descnpbon de la presen e 
demande. Selon ce mode de realisation, ,e polypepbde ea, un polypeptide fus,onne en phase 
aveo au mains un second polypeptide. Bien gue ,a fusion puisse avoir heu a un endro, 
quelconque du premier polypeptide, les exiles N ou C-termina.ee 
35 notammen, .'extremite N-,erminale. Une fusion des actMtea CDase e, UPRTase perme, 
d'ameliorer la aensibilite des cellules ciblee a la 5-FC e, i la 5-FU. 
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, rr— :v- - — rr^cr- z 

demande par reference. 

facteurs angiogeniques et anti-angiogen.ques. Cepenaa , 

#ter*n'ul6 • les facteurs 

notamman. lors da la formation d'una tumour, ca J une 

15 angiomas prannant ,a pas aur ,as faCeura ^ toppement 
vasculansation importanta das tumours e. par vo,a da de 
rapi da at / ou rapparHfcn * — C '"^ „ ^ant oytotoxigua, 
invention, un faotaur anti-angioganigue as, considare cornea « J 9 ^ ^ 
notamman, antitumor*. Pan* .as d«aran te "^^^Z-- ™ * 

20 actualle on pout notamment o te r rangiostatina, Van ^ VEoT.POur Vascu,ar 
thromboapondina-1, la PRP (pour Prolitann Ralatad Protam), 
Endothalial Growth Inhibitor) las matalloprotaasas at I'urokmasa. 

25 ce^a^^^l^Zts proLas impiiguaas dans la 
intarvanant notammant dans la oontrola da laxp^ss.on P ^ ^ 

oycla oallulaira (Ozbun at al, 1995, Adv. Canoar Ras. 66, 71 14 I* ^ 
Bioohem. 26, 145-154, at partioipan, . da Pro-sus ^« ^ as a 

7495). Le gene poo a proteine dans Lamp (1986, 

r-rrr~;» » rri. — « 
- — - 7- tr-r.— — - 

fonotion da oatta protaina (Holstain at al, 1991, Soranoa, 253, 49 53 , Lav,ne 
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Nature 351 453-456). Par e*emp,e. BaKer e. a,, (1989, Science, 244, 217) - 
date piuT e 70% de tumeurs coloreCa.es ,a fonct.cn de ce gene P 53 est perdue. Dans e 
" presents invention, . es, possi b ,e duti.iser en Hate^e de ,a sequence d acde 

11R7 1198^ I'activite p53 peut etre mesuree par I analyse ae larrei y 

Ze* efem de LuCion de ,apoptose, de ia suppression de ia trans— 

celMaire indulte par les oncogenes ou da .'inhibition de I'angiogenese. 

Selon un mode partner de .'invention, .edit produi. de comb.na.son 

': rEi— •« >. « * — peut tr n onTe7ct 

ou p,us.eurs substances po,entia,isan, MM cytotoxic du MU On peut crter^n 

xeiie&Mu^ M _, on * i~ doo! ^incorporation de PKKK 

Par . acids nuc,e, q ue », on entand designer un fragment d'ADN e«/ou d'ARN, double 
brin ou simpie brin. ..nea.re ou circuiaire, nature, isoie ou de synthesa, de,gnan u 
enchatneman, precis da nuclides, modifies ou non, permettant de de„n,r un fragment 
35 una rtaion d'un acide nucleique sans limitation de taille. 
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utilisables dans ,e eadre a. ,a previa — « 1™ e omme du metier 
5 olonage et/ou depression. D'une manure ^ , possible de 

e, nombre dentre eux sent disponm.es eommeraalemen ^ - J ^ 
les construire ou ,es modmer pa, les •^^^"^c (loo BRL), 
lit re d'exemples ,es plasm-das derives de pBR322 <G,boo BRU P < ^ 
pBluescdp. (Stratagene), PREP4. PCEP4 O"^, 8 ^^^! de ,a presente 
,„ Gene 57, 193-201). De preferenoe. un plasm.de m. en oe v e dans a oe 

imenU on contien, una origine de region assurer,, ^ a , ep ^ 

oeHu,e products e„ou una cellule b6,e (par example, onret^d. g 

p,asmide destin* a 6.re produit dans E cofce, ,a systems onP/EBNA a Jon , 

15 2533-2542 ; Yates a. a!.. Nature 313. 2 MM6> P (par exemp , e 

se,eo«on parmettant da se,eot,onner ou MM too* . ^ 

commentation dune mutation dauxotropb* , gen ^ ^ Lentaires ameliorant 
antibiotique). Bien entendu, il peut comprendre cef qu , favorise le 

son maintien e„ou sa stabiiite dans una ce ule donnee ^equen«> -q 

20 main,iensousfom l edemonomeredunp.asm,de(SummersetSber ra t,19 

1103) sequences d'integration dans le genome cellulaire . 
exemple via* de ia vaooine, notamman, MVA, oanan pox , d 

dun virus da Vherpee, dun alpbavirus, dun foam, ^ ,es 
25 on aura de preferenoe reoours a un vaoteur non rep « * non .ntegra^ 

' rtr.=:icr;2 

prasente inventon, la nature du veoteur revet peu ^importance, 
region dencapsidation at ,a seance 

duLTR retroviral dun promoteur interna tel8 ^ ^ ^ et ^ paraculi er du 
retrovirus d'una origine quelconque (munn, pnmate, fe„n, human eto) P 
35 M o MuL V (Moloney murine leuKemla virus), ^ (Munne sa^ma « ™ ) o u Fn 
. /ch9Q x „ est nropage dans une lignee d'encapsidation capable ae to 
rSS^ U^.et/ouenvnecessaires.laoons^ondunepa.oulev.re.e. 
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De tel.es lignees sent decd.es dans la *nto. <P*31T. Psi CRIP <^ ^ 
veCeur refrovira. se,on invention peo. confer des ^^^T^ZZ^ 
des LTR (remplacemen. de la region promotrice par un promoteur eucaryote) la rg 
"enJplL^Crernpla^en.parune region tf encapsida«on heterCogue. par exe.ple de 
5 type VL30) (voir lesdemandesWO9601324 etFR2762615). 

On pourra egalement avoir recours . un vetfeur adenoviral m~ * 
W on. 0 ,s, . dire depourvu de tou, ou ^^ZZ^ 

Aroh. Wo.., 1993. 128: 171-176 ; Spibey e, Cavanagh, J. Gen. Wol 166 ' 

«f =1 Gene 1987 60' 21-28 ; Mittal et al., J. Gen. Virol., 1995, 76. 93 102). 
JOU ven„e et al., G ne, 1987 ^ ^ ^ 

presen.e invention peu. e,re genere ,n y*o dans Eschenchia co (E . co» par »*» 
reoombinaison homologue (voir par example ,a demande internafonale WOW 7070, °« 
encore par recombinaison dans one lignee de ~mp.emen.aboa Lea veaeu 
adenoviral ains, gue leurs .echnigues de preparation son. connus (v» par . emp,e 
35 Graham e, Prevect, 1991, in Methods in Moleoular Biology, vo, 7, p 109-128 , Ed . . 
Murey, The Human Press Inc). 
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Dans le oas ou I'acide nucleique comprend au mains une sequence cedent un 

10 regulation effaces dans ladrte o*fe . ^ Ce8 

,ioir 0 nnur I'actine pour le surfactant pulmonaire, pour les 
pour la creatine kinase muscula.re, pour lactine, po 

de ,a vaCne P 7.5K P H5H, pK1U P-, p11 - "-^^1,,, 

25 Clin. Invest., 96, 2775-2782), OtA tpo 2738-2748), tyrosinose 

cancers du colon (Sohrewe et a,., 1990, M.L Ce^ M ..10. 2738^7 

surexprime dans les melanomes (V,le et a,., 1993, Cancer Re «, ** ^ 

sur exprin,e dans les cancers du seln el du pancreas (Hams e, a 1994 G n ^erapy, 

30 R e,, 87, 401-435). U P—r pr^oce du «<Z- 'JZZ «sl 
padicuii.remen, prerere. „ est e g a ^~^llu,l P3r«ou,,er, ou 

et leurs utilisations sont decrites dans la lrtterature (WO 94/^ u 
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pouna egaiemen, render des fences reuses pour ,e -"^^^2^ 
*p,ica,ione„ou pour ^ P- «■ *" I 
.eiles sequences sent bien connues de I'homme du met,er. Par a leu s, 

rpl,ne, q uien t an, q ue tel sn-on t pas tf ef,etsurre ffl oao it ede,a transfeCon. 
Se,on une variante preferee de Pinvention. ,e produit de combinaison 

une substance ayant au moins une activity cytotoxique. 

Dans .e cadre de ,a presente invention, i. es, possibie dutiliser nntegra.it. ou une 
oartie Orient de ia sequence decide nudeique oodan, pour une substance capabie 
- ntbeT ZZ de CSF-1 ou pour une substance ayant au moins une activite cytotox,que, 

u ZZ^^«Z*~*^**^«~£2Zz 

substances sent oonsewees. Au sens de ,a presente invention, on ^^ T^Te 
deletion et / ou une substitution et / ou une addition dun ou p,us,eurs nucleoids. De meme 

a fusion de ia sequence cedent pour une substance capabie dinhiber ract,v,te de CSF-1 ou 
20 pour ne substance ayant au moins une activ«e cytotoxique e, de ia sequence co an, pour 
unpoiypeptide dun autre type (par exempie. tf ancra S e membranaire, de secrebon). 

Les acides nucleiques et les oligonucleotides selon .'invention, peuvent 
avanta 9 — e.e assLs a au moins une substance qui ,asso.e aux acdes 
nucleiques. 

25 par ..substance qui .associe aux acides nuo^ues ,. on entend dSsfcner une 

substance, ou une combinaison de piusieurs substances, qui perme, e ^* 
dtmeiiore MMI transfectionneile et/ou ia stabiiite dun vecteur at ou dun 
o, 9 o cLde, particuilerement dun vecteur d'oriqine p.asmidK,ue. et/ou ia protecbon dud 
r;:tu dud* oiigonudeotide fc wVo a regard du systeme £ 
30 (Holland A Critaal reviews in Therapeutic Drug Carrier System, 15, (1998), 

ublces s'associen, aux acides nucleiques par interaction electrostaUque ydrophoe 
a n re covalente ou preferentiellemen. non covaiente. De telles substances 
1" documentees dans ,a imerature accessible a momma du metier (vo,r par exemple 
Zne . al., 1987, Proc. West. Pharmacol. See. 32, 115-121 ; Hodgson et Soia^an 
Feigner era, Bioconjugate Chemistry 5, 647- 

i< 1906 Nature Biotechnology 14, 339-342, Kemyeiai., •= ,.„,,,„„ 

35 1996, Nature polymares cationiques, de lipides 

654) A titre illustratif, mars non limrtatif , « peur s agn u= y > 
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ca^gues, mai s » * * T ^ ^ - 

„ pid es neutres, z— ues ou charges «e« 

99,05183. npeutnotamments-aglrde substances N*-*J D 
ox -v/n-* le DOGS ou Transfectam™ (Benr ei ai., 

Therapy 2, 674-622) ou de la Lipofectamine™. 

Avantageusement, ces ,ip,des cation^ues son. setectionnes parmi ,es ,ip,des 
cationiques de formule (voir EP 901 463) : 
CH2-O-R1 

15 CH-O-R2 

, CH 2 -X-CO-CH 2 -(-NH-(CH 2 )n n -)n-NH 2 

dans laquelle : 

C 23 , lineaires ou ramifies, 

X est O, S, S(O) ou -NRs. R, sent des ato.ee d'hydrogene ou des CrC alky.es, 
n est un nombre entier positlf compris entre 1 et 6, 

m estunno m breen«er P os W oo m p ri5 en,re1et6,e tqU andn>1.mpeu,var t era 
I'interieur d'une meme molecule. 

:rrr; nrin^"-- r= :r=r. 
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• - — *r^.r=~ =r= : 

a ... . . ,. I, distearoylphosphatidylcholine, 

dipalrnitoylphosphatidylchohne, la ° » " analogues; la 

phosphaSdylethanoiamine (PE) e. la phospha»,dyl S lycerol, et leurs anatog , 
phosphatidylcholine, ,a cardiolipine, W JJ^* - ^ 
2 „ triacylglyCrol, et ralpha-tocophero, e, ,eurs \* SETS 

tout autre amphiphile naturel ou syntMrtique. 

Par anieurs les oligonucleotides et les acides nucleigues mis en ceuvre dans le 

n^ntide JTS-1 (voir demande de brevet wu jw-wiwoj, « ^* OIirQ 
35 ELL, famines, ~s, de ligands sprues 

memhranaire, d e ligands susc^es <* ^TLL * * 

fusogeniques, de peptides de localisation nucleaire, ou 
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des asiaioglycoproteines a ,a surface das ^/T^.^^;. „ de 
avec des racepteurs te.s cue des receptees de facteu* - "~ f tfun (ragment 
cytokines, de iectines, de proteines MW ' ^^Jae „ sous unite 
5 d'anflcorps te. que ,e fragment Fab, dun pept.de fusogemque INF 7 r.e 
HA-2 de rbemagglutinine du virus influenza (Plan - - U ^0 ou de fa 

12924), d'un signal de localisation nucleaire denve de lanflgene T 
proteine EBNA-1 du virus Epstein Barn 

mention conceme en outre une compos.cn pHarmace^u ^ - - 
IOqu . e „a comprend un oligonucleotide, capable d^ber , exp ess,o n de CSF 
Lention et,ou un a<*>e nucleique comprenan, une 
oligonucieotide et un vehicule acceptabie dun pen, ^ 
concerne egalement une composition pharmaceutic ^ rfun point 

ex emp,e une solution de sucrose. Par ^"-^^J^ u ,* 
liqu ide aqueux ou partiellemen, aqueux te, que J fn 

formuiaflon est en outre ajuste e, tamponne afln de r dre u exg 
2 „Wvc La formuiaflon peu, ^element ""^ » *«* des eTda solubilisation, de 

2 5recons,itueedemaniereex.emporaneeparund„uantappro P ne. 

mention oonceme ega,emen, una ^Z^^^^ 

oligonucleotide. 

corps bumain ou animal, destine nofammenf au tra«ement du cancer. 

• , t en rutilisation d'une substance capable d'inhiber I activrte 

. . xz. rsrs - — - — — *■ — 

antitumoral. 
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a 6.5 mg/kg/jour . 

humain ou animal. destine notamment au traitement du cancer. 

Le pro duit de combinaison se,on ^^TlZZT^ 
d'une utilisation simu«an*e, conserve cu eta.ee d-^JW 

combinaison seion Invention administree en prem,er. » «P- • 

,es sites d'administration des deux composantes peuven. e»re drfferents. 

Se,on un mode de reason prefere de .Invention, ,a substance ca P ab,e d'inh,ber 

» « — - ca r; it; :Ta i ^ rc— i - * « 

a ce que la concentration en CSF-1 dans le pia 

POM au moment de I'administration de la substance ayant 

cytotoxique. 

Ldie a trailer ou ,a voie d'administration, ou encore de .'organeftssus bote A t*e 



30 coluterin 



col uienn. 

Selon .invention, les voies ^administration env.sageab.es son, mu.t.p,es. On peu, 
• t r LLe la vole systemique. intragastrique, sous-outanee. ,n.racard,aque, 
oter par exemple la / in traperiton6ale, intratumorale, intranasale, 

■^"^■TJTrtl*. modes de realisation, una 
int rapulmonaire ou *^" ur " Jlgeuse. De maniere tout a fai, pr«eree, 

35 <**^~^™r^Z'£Z* comb.na.son se,on .Invention est 
I'administration de I'oUgonucleotide ou du proaun a 
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I'organe affecte ou a la tumeur. 

au mains un acida nucieiqua et/ou au mains un aligonuclea«de. 

, la cas d'un Iraitement das maladias par tharapia garaqua, 

1 n sa forme prete a etre administrer : 

an,rl 0,05 a 1 0 mg e». da mantra tout a fait prafaraa da 0,5 a 5 rag . 

.arsque ,a vaCaur as, tfadgina virala, antra 10« a, 10« ufp ( U n«as — das 
- lorsque .e v preference entre 10 et 10 

plages), avantageusement entre 10 et iu ut P 

1 5 ufp. 

Lorsqu a M lament me, an »uvra una — 
pau, a«ra avarrtagaux tf adminis«rar an ou,ra una ^ ^^^ peut stre 
Coasa. Dans ca darniar aas, radm— des s— UPRT- - ^ 
simuKanea au canseau**, ,'ardra tf adm,n,s„a„an a,an, ~^ a " supp|4mentaire 

20 da r,*a,,an, ,a m„ h oda da a— -^JJ; iZ*-*"* 
salan laqualla an adminis,rara a rargamsma au ,a e de 

cytosineet,enpart.cuherdela5-FC.At.treinusir Dr A droque peut etre 

L ampiayaa avae una prafaranca ~ ZT^^ZLLm- 

encore posteneure a celle du proauit oe nr A droaue ou des doses repetees 

as, pr^a. On pau, administer una dase un,. ^ ^ ^ au 
pendant un temps suffisamment long pour permettre p 
seindel'organismeoude la cellule note. 
30 Parmi ies app^ans anvisagaaUas, an pau, Car las — ^ £££ * 

Se ,an un mada avan,agaux da Invention, 1'ual.sa.lan au la me,hade da traitemen, da 
35 ^JTT— • • - ,rai,emen, an,edeur au uKedeur du pa,ien, par c h ,rurg,a 
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(notamment par ablation de la tumeur partiallement ou tatalsmant) ou par radiotharapie. 
Dans ca oas partioulier, la traltamant salon I'invantiun ast appliqua da maniera praalabla, 
concomitanta ou fait suita audit sacond traitemant. Da mantra praferaa, oe traitamant sara 
applique suite audit second traitement. 

5 De facon similaire, I'efficacite du transfert intra-cellulaire de I'oligonucleotide ou de 

l-acide nucleique peut etre avantageusement facilitee par exempie par combinaison avec un 
traitement d'electroporation (Vicat et a.., 2000, Human Gene Therapy, 11, 909-916) et/ou un 
traitement visant a modifier la permeabilite des vaisseaux sanguins dans lesque.s est 
realisee I'administration (WO 98/58542), ou par tout autre moyen decrit dans la l.tterature. 

10 Les exemples qui suivent ont pour but d'illustrer les different* objets de la presente 

invention et n'ont par consequence aucun caractere limitatif. 



EXEMPLE 1. 



15 OJigonucleotides: 

Tous les oligonucleotides utilises dans cette etude (SEQ ID NO:2 a SEQ ID NO:5) ont 
ete synthetises par Eurogentec (Seraing, Belgique) et purifies par chromatograph.e. Les 
modifications des oligonucleotides utilises dans cette etude sont de deux ordres. 
20 Premierement, une modification du squelette phosphodiester en phosphoroth.oate. 
Deuxiemement, une modification de la chimie des bases, .-uridine (U) etant remp.acee par 
une 5-(1-propynyl)-2'deoxyuridine (pdU) et la cytosine C par une 5-(1-propynyl)-2- 
deoxycytidine (pdC). Le taux de substitution des bases a ete limite a 50 % du contenu en C 

25 ^ U " La capacite des oligonucleotides utilises a s'hybrider a SEQ ID NO:1 a ete verifiee, in 
vitro par des experiences de denaturation thermique. La formation du duplex 
oligonucleotide/SEQ ID NO:1 a ete suivie en mesurant Tabsorbance a 260nm d'une so.ut.on 
contenant 1 um d'oligonucleotide et 1 urn de SEQ ID NO:1, en fonction de la temperature. 
Toutes les experiences ont ete realisees dans un tampon 10 mM cacodylate, 50mM NaCI, 

30 pH 7,0. 

Culture cellulaire et transfection des oligonucleotides. 



Int. J. 



La lignee NS2T2A1 est une lignee de cellules de sein humaine (Ma et al. 
35 Cancer ,1998, 78:1 12-1 19) obtenue par mammoplastie, transformers par SV40. Cette lignee 
secrete le CSF-1 de maniere lineaire en fonction de la croissance cellulaire. 
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Us ce,.u,es on, «* cuitivees dans du milieu M5 (Gibco, Francs) «**^ " 
« do serum de cneva, comma deed, par Ma, a, a,, (.nt J. Cancer .19 8 78.112-1 9) 
fensemenceman, a ete fai, dans des piaques de 6 pui.s a une concantra«,on da 6.10 
~; u , L a t rans f ac«onpar le so^^ 
5 canu.es etaient en phase de croissance exponen.ie.le et qu'eUes ava.ent atte,n. 60 A 

(Glen reaserch, Sterling, VA). Las oligonucleotides et ,a cytofeCne ont ete d,.ues 
s6parement dans des tubes en polystyrene avec du milieu opti-MEM (Gibco, France), puis la 

15 minutes a temperature ambiante de maniere a perme«re ,a formauon des comp exes 
ilcleotides^ectine. Ensuite. du milieu MS est a j0 ute a '-'^^nM 
obtenir les concentrations f,na,es suivantes : 2,4 pg/m, de cytefecane - ^nM 
^nucleotides. Toutes ,as transfections ont ete realisees dans du rmheu MB et dans un 
„ volume ,nal de 1 m, Les com P ,exes oligonuCotides/cytoteCne on, - ~ ^ 
avec ,es cellules pendant 24h. Toutes les etepes decrites odessus on. ete reahsees 

C ° n "ts experiences ont ete reaiisees en tripiioate pour cbaque concentration 
d'oligonucleotides. 

20 

Quantification de CSF-1 

La quantite de CSF-1 secrete dans ,e miiieu de cuKure des oeiluies NS2T2A1 a et, 
mesuree par un test ELISA, 24h apres ,e debut da la transfection, en se refaran. stnetemen 
25 ;Z decri, par ,a fournisseur (R&D systems. Europe Ud, UK). Les ****** 
exples en P ourcen,age de CSF-1 exprime par les ceiluies transfeoteas par rappod au 
CSF-1 exprime par a une lignee cellulaire non transfectee. 



Resultats 



resultats obtenus sont regroupes dans le tableau 



30 



LC3 IWU""« 

Sequence de 
1'oligonucleotide 


Region d'hybnaation 
sur SEQ ID NO:1 
135-152 


Pourcentage de CSF- 

1 exprime 
70% 


SEQ ID NO:2 
SEQ ID NO:3 


284-301 
341-358 


39% 
. 50% 


SEQ ID NO:4 
SEQ ID NO:5 


409-426 


90% 
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Ces resultats indiquent clairement que les cellules transferees par les 
oligonucleotides selon Invention expriment moins de CSF-1 que les cellules non- 
transferees par lesdits oligonucleotides. 



fl} PCT/FR03/00007 
WO 03/059395 w 2? 

Revendications 

Produit de combinaison comprenant : 

(i) au moins une substance capable d'inhiber I'activite de CSF-1 et/ou au moins 
un acide nucleique, comprenant au moins une sequence codant pour une 
substance capable d'inhiber I'activite de CSF-1 et, 

(ii) au moins une substance ayant au moins une activite cytotoxique et/ou au 
moins un acide nucleique, comprenant au moins une sequence codant pour une 
substance ayant au moins une activite cytotoxique. 

. Produit de combinaison selon la revendication 1 , caracterise en ce que la 
substance capable d'inhiber I'activite de CSF-1 est un oligonucleotide . 

3 Produit de combinaison selon la revendication 2, caracterise en ce que Iedit 
oligonucleotide est capable de s'hybrider a la region comprise entre le nucleotide en 
position 97 et le nucleotide en position 99 inclus de SEQ ID N°:1 . 

4 Produit de combinaison selon la revendication 2, caracterise en ce que Iedit 
oligonucleotide est capable de s'hybrider a la region comprise entre le nucleotide 
en position 121 et le nucleotide en position 450 inclus de SEQ ID NO:1. 

5 Produit de combinaison selon la revendication 4, caracterise en ce que Iedit 
oligonucleotide est capable de s'hybrider a la region comprise entre le nucleotide 
en position 131 et le nucleotide en position 391 inclus de SEQ ID NO:1. 

6 Produit de combinaison selon la revendication 5, caracterise en ce que Iedit 
oligonucleotide est capable de s'hybrider a la region comprise entre le nucleotide 
en position 135 et le nucleotide en position 152 inclus de SEQ ID NO:1. 

7. Produit de combinaison selon la revendication 5, caracterise en ce que Iedit 
oligonucleotide est capable de s'hybrider a la region comprise entre le nucleotide 
en position 284 et le nucleotide en position 301 inclus de SEQ ID NO:1. 

8. Produit de combinaison selon la revendication 5, caracterise en ce que Iedit 
oligonucleotide est capable de s'hybrider a la region comprise entre le nucleotide 
en position 341 et le nucleotide en position 358 inclus de SEQ ID NO:1. 

9. Produit de combinaison selon Tune des revendications 2 a 8, caracterise en ce 
que Iedit oligonucleotide comprend de 8 a 30 nucleotides 
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10. Produit de combinaison selon la revendication 9, caracterise en ce que ledit 
oligonucleotide comprend de 12 a 25 nucleotides 

1 1 . Produit de combinaison selon la revendication 1 , caracterise en ce que la 
substance capable d'inhiber I'activite de CSF-1 est un anticorps. 

5 12.Produitde combinaison selon rune des revendications 1 a 11 caracterise en ce 
que la substance ayant au moins une activite cytotoxique est choisie parmi les 
substances interagissant avec PADN, les antimetabolites, les inhibiteurs de topo- 
isomerases, les agents du fuseau et les agents cytostatiques. 

13. Produit de combinaison selon I'une des revendications 1 a 11, caracterise en ce 
10 que la substance ayant au moins une activite cytotoxique est un antigene associe 

aux tumeurs. 

14. Produit de combinaison selon Tune des revendications 1 a 1 1 , caracterise en ce 
que la substance ayant au moins une activite cytotdxique est choisie parmi les 
cytokines, les polypeptides presentant une activite de chimio-attraction, les 

15 proteines codees par un gene suicide, les facteurs proteiques anti-angiogeniques 
et les polypeptides presentant une activite d'activation de I'apoptose cellulaire. 
^.Oligonucleotide, capable d'inhiber ('expression de CSF-1, de 8 a 100 nucleotides 
de long caracterise en ce qu'il est capable de s'hybrider a la region comprise 
entre le nucleotide en position 121 et le nucleotide en position 450 inclus de SEQ 

20 ID N°:1 

^.Oligonucleotide selon la revendication 15, caracterise en ce qu'il est capable de 

s'hybrider a la region comprise entre le nucleotide en position 131 et le nucleotide 

en position 391 inclus de SEQ ID N°:1. 
^.Oligonucleotide selon la revendication 16, caracterise en ce qu'il est capable de 
25 s'hybrider a la region comprise entre le nucleotide en position 1 35 et le nucleotide 

en position 152 inclus de SEQ ID N°:1. 
IS.OHgonucleotide selon la revendication 16, caracterise en ce qu'il est capable de 

s'hybrider a la region comprise entre le nucleotide en position 284 et le nucleotide 

en position 301 inclus de SEQ ID N°:1. 
30 ^.Oligonucleotide selon la revendication 16, caracterise en ce qu'il est capable de 

s'hybrider a la region comprise entre le nucleotide en position 341 et le nucleotide 

en position 358 inclus de SEQ ID N°:1. 
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20.Oligonucieotide selon I'une des revendications 15 a 19, caracterise en ce qu'il 

comprend de 8 a 30 nucleotides. 
^.Oligonucleotide selon la revendication 20, caracterise en ce qu'il comprend de 12 

a 25 nucleotides. 

5 22. Oligonucleotide selon I'une des revendications 15 a 21, caracterise en ce qu' il 

est assocte a une substance qui s'associe aux acides nucleiques. 
23 Oligonucleotide selon la revendication 22, caracterise en ce que ladite substance 

qui s'associe aux acides nucleiques est choisie parmi les lipides catiomques, 

polypeptides et polymeres cationiques. 
10 24.Acide nucieique caracterise en ce qu'il comprend une sequence codant pour un 

oligonucleotide selon I'une des revendications 15 a 22. 

25. Acide nucieique selon la revendication 24, caracterise en ce qu'il est un vecteur 
plasmidique. 

26. Acide nucieique selon la revendication 24, caracterise en ce qu'il est un vecteur 
15 viral. 

27. Acide nucieique selon I'une de revendications 24 a 26, caracterise en ce qu'il est 
associe a une substance qui s'associe aux acides nucleiques. 

28 Acide nucieique selon la revendication 27, caracterise en ce que ladite substance 
qui s'associe aux acides nucleiques est choisie parmi les lipides cat.on.ques, 
20 polypeptides et polymeres cationiques. 

29. Composition comprenant au moins un oligonucleotide selon I'une des 
revendications 15 a 23 et un vehicule acceptable d'un point de vue 
pharmaceutique. 

30. Composition comprenant au moins un produit de combinaison selon I'une des 
25 revendications 1 a 14 et un vehicule acceptable d'un point de vue 

pharmaceutique. 

31. Utilisation d'un produit de combinaison selon les revendications 1 a 14, pour la 
preparation d'un medicament pour le traitement du cancer. 

32. Utilisation d'une substance capable d'inhiber l'activite de CSF-1 pour la 
30 preparation d'un medicament pour ameiiorer I'efficacite d'un traitement 

antitumoral. 



* < 

30 

33. Utilisation d'un oligonucleotide selon les revendioations 15 a 23 pour la 
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preparation d'un medicament destine au traitement du cancer. 
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<110> TRANSGENE SA 

institut curie 
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LISTE DE SEQUENCES 



<120> Produits de combinaison utilisable dans le cadre d'un 
traitement antitumoral. 



<140> 
<141> 

<150> FR0200029 
<151> 2002-01-03 

<160> 5 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 3939 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<300> 



cctgggtcct ctcggcgcca gagccgctct ccgcatccca ^acagcggt ^ccctcg 60 
gccggggcgc ccactccgca gcagccagcg ^cagctgc ^cgtatgac cgcg ggg^ ^ 
Sccgccgggc gctgccctcc cacgacatgg ctgggctccc tgctgttgtt g^ g ^ 
ctggcgagca ggagtatcac cgaggaggtg tcggagtact f * gtgC caaatt 300 

ggacacctgc agtctctgca gcggctgatt gacagtcaga 1***1 taagaaggca 360 

Jcatttgagt ttgtagacca ggaacagttg aaagatccag ^gctacct taag ^ 
tttctcctgg tacaagacat aatggaggac -catgcgct tcagagataa J 48Q 

cccatcgcca ttgtgcagct ^ggaactc ^tttgaggc Sgagacacc tctccagttg 540 
gattatgaag agcatgacaa Mcctgcgtc cgaactttct J^g ggactggaat 

S agaaXgca £2gt ^ ccagccaaga „acc 660 

ESSE 5=SS S ^ ^ - 

r™ : ~- 

accccagttg tcaaggacag caccatcggt Wctcaccac agcctcgccc c ^ 1Q20 
gccttcaacc ccgggatgga ggatattctt ^ctctgca ^ gctttccccc 1080 

gaagaagcct ctggagaggc cagtgagatt cccgtacccc aaggga g * ttcctctca 1140 
tcclggccag gagggggcag catgcagaca gjgcccgcca ^cccagcaa ca 12Q0 

gcatcttctc cactccctgc atcagcaaag gg^acagc cggcag g cacc * c 1260 

525= S2KS 23SSS - I — 5- SS 
S2S5S 5S35 ==SS ~ - S - " 4 o2 

ssss = ss i Sds SSSS i 5 ^ 

5S5SS 53=5 £ g£ 5SS35 55=5 ST. 
SfS ISi HSSH2 SS =535= S53S ss 
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gctccccatg ctgccactat ttattgtgag ccctggaggc tcccatgt :gc t^aggaagg 2040 
ctggtgagcc cggctcagga ecctcttccc tcaggggctg c-gcctcctc tc ^ 
ccatgccgga acccaggcca gggacccacc ^ctgtggt t q ggg ccagc 2 220 

cgctgaggag tgaaacaacc ctgcacccag agggcctgcc tgg^g y * 2 280 
otggScggc atggacctgt ctccagacag ■W-J^ ^"agagga ggcclctgca 2340 
ctcggcctga tttcccgtaa aggtgtgcag ^gagagac W£J*« Sgtccctgt 2400 
cctgctggtc tgcactgaca gcctgaaggg ^accct M tgacctgcca 24 60 

gctggttgcc aggcccagag gggaggccag ^gccctc agg g g * acctgcca 2520 
gtgatgccaa gagggggatc aagcactggc £ctgcccct co gC actgtgaa 2580 

gagcttctcc agcaggccaa gcagaggctc c ^catgaa gg J atccgtccgt 2640 

cactgtacct gcctgctgaa cagcctcccc ccgtccatcc Jtgagccag * 21QQ 

Sac cSgg gcooojj agtggag,gg 2,60 

£225 S5=S=S «£ S i SSSS - 
SKS5S ffi=5 55K? = S=S 3» - 

gtcctttccc tgctgccgac aggaacctgg ^^agcag jttatccctg 99*^ 3120 
tggactgggc tgcatctcag ccccacctgc atggtatcca J^cc accccctcta 3 180 

cttctttcct cctgaccttg gtcagcagtg atgacctcca actctcac 3240 
ccatcacctc taaccaggca agccagggtg ggagagcaat caggag g ^ 3300 
ttccaatgcc tggagggcct ccactttgtg gc«gcctgt 9^gctggct 336Q 
ggcaacgagc gacagggctg ccagttgccc ctgggttcct ^gtgctgc g g 9 342Q 
Ktcctgccg ccctttgtcc tccgctaaga S-cctgccc tacctggccg ctggg 9 ^ 
tgactttccc ttcctgccca ggaaagtgag ^cggctgg ctagtcacag 3540 

SSSSS =SSS a f a L « 3*00 

SSS 5SS SSg £ SSS 5=22= SS 

tttttataaa gtcatttaaa tatctattta aaagatagga age y 3g3g 
ataaaagaag tgeacaaget gccgttgacg tagctcgag 



<210> 2 
<211> 18 
<212> ARN 

<213> Sequence artificielle 



<223> Description de la sequence 

artificielle: Oligonucleotide de synthese 

<400> 2 18 
gggagggugc uguaccga 



<210> 3 
<211> 16 
<212> ARN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence c „ ni . h x se 
artificielle: Oligonucleotide de synthese 



<400> 3 

ucuggagcag guuaau 
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<210> 4 
<211> 18 
<212> ARN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 

artificielle : Oligonucleotide de synthese 

<400> 4 18 
acacgaugga auucuucc 



<210> 5 
<211> 18 
<212> ARN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 

artificielle: Oligonucleotide de synthese 



<400> 5 

uuguggcggu uaggguag 
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C. DOCUMENTS C 



Categorie ° Identification des documents cites, avec, le cs 



BIRCHENALL-ROBERTS M C ET AL: "Inhibition 

of murine monocyte proliferation by a 

colonystimulating factor-1 anti sense 

ol i godeoxynucl eot i de" 

JOURNAL OF IMMUNOLOGY, THE WILLIAMS AND 

WILKINS CO. BALTIMORE, US, 

vol . 145, no. 10, 

15 novembre 1990 (1990-11-15), pages 

3290-3296, XP002957654 

ISSN: 0022-1767 

le document en entier 

-/~ 
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(T| Volr,a 



suite du cadre C pour la fin de la lisle des documents 



Les documents de families de brevets sont lndiques en annexe 



• Categories speclales de documents cites: 



consldere comme pi 
*E" document anterieur, mate publie a la date de depdt international 

ou apres cette date 
•L' document pouvant jeter un doute sur une revendicatlon de 
priority ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speclale (telle qulndiquee) 
•C document se referant a une divulgation orale. a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 
■P' document publie avant la date de depot International, mais 
posterleurement a la date de priorite revendiquee 



ie constituant la base de rinvention 
■X' document particullerement pertinent; rinven tion revendiquee ne peut 
etre conslder6e comme nouveBe ou comme impllquant une activity 
Inventive par rapport au document consldere Isolement 
■V document partlculierement pertinent; rinven tlon revendiquee 

ne peut etre consideree comme impllquant une acUvlte Inventive 
lorsque le document est associS a un ou plusleurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evldente 
pour une personne du metier 
'&' document qui fait partle de la meme famllle de brevets 



Date a laqueDe la recherche Internationale a ete effectlvement achevee 



16 septembre 2003 



Date d'expedltion du present rapport de recherche Internationale 



2 3.10.03 



Nom et adresse postale de radministratlon chargee de la recherche 

Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 

iNL-2280 HV Rijswijk 
TeL (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70)340-3016 

Foitnulaire PCT/ISA«10 (dejxlfema ieuiDe) auHtet 1892) 



Fonctionnalre autorlse 



Rojo Romeo, E 



RAPPORT DE RECl 



INTERNATIONALE 



PCT/FR 03/00007 



C(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 

Categorle ] Identification des documents cites, avec.le cas echeant, vma 



AHARINEJAD SEYEDHOSSEIN ET AL: 
"Colony-stimulating factor-1 ant l sense 
treatment suppresses growth of human tumor 
xenografts in mice." 
CANCER RESEARCH, 
vol. 62, no. 18, 

15 septembre 2002 (2002-09-15), pages 

5317-5324, XP002247522 

September 15, 2002 

ISSN: 0008-5472 

le document en entier 

W0 01 30381 A (AHARINEJAD SEYEDHOSSEIN 
;H0FBAUER REINHOLD (AT)) 
3 mai 2001 (2001-05-03) 
le document en entier 

DATABASE EMBL 'en ligne! 

2 septembre 1990 (1990-09-02) 

WONG ET AL.: "Human macrophage-specif ic 

colony-stimulating factor (CSF-1) mRNA, 

complete cds" 

retrieved from EBI 

Database accession no. M37435 

XP002254237 

abrege 

KESHAVA N ET AL: "Blocking of colony 
stimulating factor expression with 
anti sense RNA in breast and ovarian cancer 
epithelial cells leads to programmed cell 

PROCEEDINGS OF THE ANNUAL MEETING OF THE 
AMERICAN ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH, 

!)ol Y 38%997, U page 500 XP002165344 

ISSN: 0197-016X 

le document en entier 

KESHAVA N ET AL: "Overexpression of 
macrophage colony-stimulating factor 
(CSF-1) and its receptor, c-fms, in normal 
ovarian granulosa cells leads to cell 
proliferation and tumori genesis. 
JOURNAL OF THE SOCIETY FOR GYNECOLOGIC 
INVESTIGATION. UNITED STATES 1999 JAN-FEB , 
vol. 6, no. 1, janvier 1999 (1999-01), 
pages 41-49, XP002254236 
ISSN: 1071-5576 

voir en parti culier le dernier paragraphe 
de la page 45. 

-/- 
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15-33 



15-29 



15-33 



15-33 



Forniulalre PCT/1SA/210 (suite de la deuxleme feuilte) (Julltel 1692) 



RAPPORT DE RECI 



INTERNATIONALE 



teniande^Kattonale N 

PCT/FR 03/00007 



C(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ' Identification des documents 



cites, avec.le cas echeant, I'indlcatlondes passages pertinents 



UHLMANN E ET AL: "ANTISENSE 
OLIGONUCLEOTIDES: A NEW THERAPEUTIC 

CHEMICAL^ REVIEWS, AMERICAN CHEMICAL 
SOCIETY. EAST0N, US, 

vol 90, no. 4, 1 juin 1990 (1990-06-01), 

pages 543-584, XP000141412 

ISSN: 0009-2665 

voir en particulier Part VI. 

le document en entier 



Fomiulalre PCT/1SA/210 (suite de la deuxleme leullle) OuHlet 1892) 



RAPPORT DE RECI 



li^CMNTI 

meBresdHRiilles 



INTERNATIONALE 



FR 03/0 



Demande ■ 

PCT/FR 03/00007 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Date de 
publication 



W0 0130381 



03-05-2001 



WO 
AT 
AU 
CA 
DE 
DK 
EP 



0130381 A2 
240744 T 
1114501 A 
2388298 Al 
50002293 Dl 
1223980 T3 
1223980 A2 



03-05-2001 
15-06-2003 
08-05-2001 
03-05-2001 
26-06-2003 
15-09-2003 
24-07-2002 



Foimulairo PCT/ISA/210 (annexe lamUles de brevets) flultlet 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



PCT/FR 03/00007 



Cadre 1 Observations - lorsqu'il a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas falre I'objet d'une recherch a 
(suite du point 1 de la premiere feuille) ^ 



Conformement a Particle 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait Pobjet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1. Les revendications n 09 , ._, . . l. . . , 

— se rapportent a un objet a Pegard duquel PadministratJon n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savotr: 



Les revendications n 0 * „ _,,„ „ 

1 — 1 se rapportent a des parties de la demande intematJonale qui ne rempllssent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative pulsse etre effectuee, en particulier: 



3. Les revendications n 09 _ , « ,. » . . 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redlgees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 

trolsieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de I'invention (suite du point 2 de ia premiere feuille) 



L'admlnlstration chargee de la recherche Internationale a trouve plusieurs Inventions dans la demande Internationale, a savoir: 

voir feuille supplemental re 

1 . I I Comme toutes les taxes additlonnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
I — ' Internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

2 CZ] Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretalent ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justJfiant une taxe addltionnelle, l'admlnlstration n'a solllclte le paiement cfaucune taxe de cette nature. 



3. nn Comme une partie seulement des taxes addltionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 
"-X- 1 rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendications n 05 

revendications 1-31, 33 (entierement), 32 (parti el lement) 



□ Aucune taxe addltionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant En consequence, le present rapport 
de recherche Internationale ne porte que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n os 



Remarque quant a la reserve Q Les taxes addltionnelles etaient accompagnees cfune reserve de la part du deposar . 

j~X"| Le paiement des taxes additlonnelles n'<§talt assort! cfaucune reserve. 



Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiere feuille (1)) (Julllet 1998) 




Demands Internationale No. PCT/FR 03 /J0007 



SUITE DES RENSEIGNEMEN TS INPIQUES SUR PCT/1SA/ 210 

L' administration chargee de la recherche Internationale a trouye 
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande international, a 



Invention 1: revendi cations 1-14, 30, 

31 (entierement), 32 (parti el lement) 



Produit de combinaison d'au moins une substance capable 
d'inhiber 1 'activite de CSF-1 et d'une substance ayant au 
moins une activite cytotoxique; composition comprenant au 
moins un tel produit de combinaison et son utilisation. 



Invention 2: revendi cat ions 15-29, 

33 (entierement), 32 (parti ell ement) 



Oligonucleotide capable d'inhiber 1 'expression de CSF-1, de 
8 a 100 nucleotides de long caracterise en ce qu'il est 
capable de s'hybrider a la region entre le nucleotide en 
position 121 et le nucleotide en position 450 inclus de SEQ 
ID NO- 1, le nucleotide en position 131 et le nucleotide en 
position 391 inclus de SEQ ID NO: 1, le nucleotide en 
position 135 et le nucleotide en position 152 inclus de SEQ 
ID NO: 1, le nucleotide en position 284 et le nucleotide en 
position 301 inclus de SEQ ID NO: 1, le nucleotide en 
position 341 et le nucleotide en position 358 inclus de SEQ 
ID NO: 1; acide nucleique codant pour le dit 
oligonucleotide; composition comprenant cet oligonucleotide 
et son utilisation. 



Invention 3: revendi cation 32 (parti el lement) 

Utilisation d'une substance capable d'inhiber V activite de 
CSF-1 ne tombant pas sous les inventions 1 et 2 pour la 
preparation d'un medicament pour ameliorer l'efficacite d'un 
traitment antitumoral. 
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